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Action Site of Gastrodia Antifungal Protein on 
Trichoderma Hyphae 


XU Rong-Hua0 LIU Xiao-Zhu 
[] Kunming Institute of Botany[] Chinese Academy of Sciences[] Kunming 650204{] China] 


Abstract{] The Gastrodia antifungal proteit] GAFPL can strongly inhibit the mycelia growth of saprophytic 
fungi and plays an important role in the defence mechanism of plants to restrict and prevent the infection of 
the fungus Armillariella mellea. This paper reported a part of researches of antifungal mechanism of 
GAFP the action site of GAFP on Trichoderma hyphae. GAFP had been labeled by Fluorescein iso- 
thiocyanat¢] FITCU. The experiments showed GAFP labeled and GAFP alone both could inhibit the growth 
of Trichoderma. The action site of GAFP on Trichoderma hyphae had been observed by the fluorescence mi- 
croscope. Fluorescence had been found on the edges of Trichoderma hyphae affected by the GAFP labeled. 





Fluorescence from the apex of Trichoderma hyphae and septum were stronger than that from the other place. 
It indicated that the action site of Gastrodia Antifungal Protein on Trichoderma hyphae was in the cell wall. 
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¿E LRT Lammeli 系统 的 SDS - PAGE， 胶 浓度 为 15% ， 考 玛 斯 亮 蓝 染色 。 
1.2.2 GAFP-1 的 荧光 标记 和 纯化 鉴定 

天 麻 抗 真菌 蛋白 和 小 牛 血清 蛋白 的 荧光 标记 ; 取 天 麻 抗 真菌 蛋白 (CAFP.1) 5 mg， 溶 于 5 ml 稀 醋酸 
RIR (pH 6.0)， 置 于 截留 分 子 量 3 500 的 透析 袋 中 ， 对 0.025 mol/L 的 碳酸 钠 缓冲 液 透析 72h， 每 隔 6h 
换 一 次 缓冲 液 。 取 FTTC 荧光 素 1.5 mg, WF 1 ml 相同 浓度 的 碳酸 钠 缓冲 液 中 。 将 荧光 素 溶液 级 缓 加 入 无 
， 麻 损 真 菌 蛋白 溶液 中 ， 边 滴 加 边 搅拌 ，4 民 慢 速 搅拌 2 h。 小 牛 血清 蛋白 直接 用 0.025 mol/L 的 碳酸 钠 缓冲 
液 溶解 后 ， 浓 度 亦 为 1 mg/ml， 荣 光标 记 操 作 同 上 。 

准备 Sephadex G-25 洗 脱 柱 ， 柱 体积 10 ml, JH 0.005 mol/L 的 磷酸 钠 盐 缓 冲 液 (pH 7.4) 平衡 。 将 上 述 
标记 过 的 天 麻 抗 真菌 蛋白 (GAFP-1) 溶液 和 小 牛 血清 蛋白 溶液 分 别 上 柱 ，0.005 mol/L 的 磷酸 销 盐 缓冲 流 
(pH 7.4) 洗 脱 ， 紫外 (280 nm) 检测 ， 收 集 洗 脱 峰 ， 冷 藏 备用 。 

在 直径 9 em 的 培养 四 中 加 入 马 铃 昔 葡 萄 糖 培养 基 (PDA) 约 8 ml， 取 绿色 木 替 孢 子 接种 培养 血 的 中 
心 ， 置 于 25 忆 培养， 待 菌 丝 向 外 营 延 的 圆 面 直径 约 为 3 cm 时 ， 在 前 方 渍 加 一 定量 的 待 测 液 ， 继 续 培养 
以 检测 滴 加 待 测 液 处 是 否 有 抑 菌 圈 出 现 。 

1.2.3 荧光 标记 的 天 麻 抗 真 菌 蛋 白 对 木 霉 作 用 

接种 绿色 木 霉菌 种 孢子 于 20 mm HIRE (WA PDA 平板 培养 基 ) 上 28 民 活化 培养 ，24 后 转 接 
其 新 产生 的 孢子 于 50 m EAP (WE 15 ml 的 菌 丝 生长 培养 基 ，0.5% 的 醇 母音，1% 的 葡萄 糖 ) 37 
水 洽 ，80 wmin 摇晃 培养 18 h。 取 出 1.5 ml 的 菌 丝 培养 液 于 1.5 ml 的 离心 管 中 ，800 r/min 离心 5 min， 收 集 
菌 丝 ， 使 用 0.01 mol/L 的 磷酸 钠 盐 缓冲 液 (pH 7.4) 洗涤 菌 丝 2 次 ， 除 去 残留 的 培养 基 成 分 ， 每 次 洗 完 均 
离心 ， 向 其 中 加 入 标记 了 FITC 的 GAFP 或 对 照 (FITC 标记 的 BSA), SI (25°C) 放置 10 min， 离 心 收集 
BZ (4C 800 rmin) ， 倾 出 上 清 ， 使 用 0.001 mol/L 的 磷酸 缓冲 液 洗 淋菌 丝 2 Uc, EEE SRR RCI Ah IML 
的 载 玻 片上 ， 荧 光 显 微 镜 观 察 。 

接种 木 霉菌 种 孢子 于 20 mm WBE (A PDA 平板 培养 
Æ) 上 28 活化 培养 ， 24 h 后 用 0.01 mol/L 磷酸 钠 盐 缓冲 液 (pH 
7.4) 洗 下 培养 基 上 新 产生 的 孢子 ， 重 新 悬浮 于 相同 浓度 的 磷酸 起 
缓冲 液 中 ， 孢 子 浓度 约 10 个 人 L， 与 荧光 标记 的 天 麻 抗 真菌 蛋白 作 
用 的 步骤 同上 ， 荧 光 显 微 镜 观 察 。 


2 结果 
2.1 GAFP-1 的 分 离 纯 化 

图 1 表明 : Æ 15%% SDS-PAGE E, GAFP-1 显示 
出 一 条 带 ， 分 子 量 14 kD, 
2.2 FITC 标记 的 GAFP-1 的 纯化 鉴定 

FITC 标记 GAFP-1、BSA 反应 后 ， 分 别 经 Sephadex G- 
25 凝 胶 过 滤 纯 化 ， 紫 外 (280 nm) 检测 收集 ， 有 明显 的 

ey n p E l) l # 

S CS FING a (VALAIS HE, 
Fig.1 Paters of GAFP-1’ sps-pace — 末 标 记 FITC 的 BSA 无 抗 真菌 活性 ，FITTC 标记 后 的 BSA 
On the left lane are bands of standard 仍 未 有 抗 真菌 活性 ，FTTC、 碳 酸 盐 缓冲 液 、 磷酸 盐 缓 冲 
molecular weight proteins; on the right 液 均 无 抗 真 菌 活性 。 


lane is a band of GAFP-1. 
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2.3 FITC 标记 的 GAFP-1, BSA KERI 
丝 及 孢子 作用 的 荧光 显微镜 观察 

标记 了 FITC 的 GAFP-1 作用 后 的 木 霉 菌 
丝 ， 在 荧光 显微镜 下 可 看 到 菌 丝 壁 上 有 一 定 
量 的 菊 光 ,但 主要 集中 在 菌 丝 的 菌 隔 及 项 
端 ， 菌 丝 的 其 余部 位 虽然 也 有 荧光 ， 较 菌 隔 
和 菌 丝 顶 端 为 弱 。 标记 了 FITC 的 GAFP-1 作 
用 后 的 木 霉 孢子 在 荧光 显微镜 下 未 见 荧光 。 
标记 了 FITC 的 BSA 作用 后 的 木 霉菌 丝 及 苑 
子 都 未 见 菊 光 。 





图 2 抗 真菌 活性 测试 ae 
WR ICR ABE. 1 8 5 pl GAFP-1 (1 mg/ml); 2 3 讨论 
H 5 pl FITC #RICAY GAFP-1 (1 mg/ml); 3295 pl BSA (1 已 经 报道 过 的 分 子 量 为 10kD (ERR 
mg/ml); 4 2 5 pl FITC 标记 的 BSA (1mgml); 5 为 5 由 ”等 ，1999b) 的 GAFP 是 从 黄 天 麻 中 分 离 纯化 
.的 FTTC (0.01 mg/ml); 6 为 5 nl 磷酸 盐 缓 冲 液 (0.001 的 ; 14 kD ( 胡 忠 等 ， 1988) 的 GAFP 则 分 离 


mg/ml); 7 为 5 内 碳酸 盐 缓 冲 液 (0.01 mg/m). 
Fig. 2 Antifungal test 


于 红 天 麻 。 本 文 第 一 次 报道 来 自 乌 天 麻 的 天 


The fungus tested was Trichoderma viride. Ë 抗 真菌 蛋 日 GAFP-1 2 用 SDS-PAGE 测 得 其 

Sample (concentration) volume result 分 子 量 为 14 kD, # IK F 对 绿色 木 霉 的 菌 丝 
1. GAFP-1 (1 mg/ml) 5 yl 延伸 有 显著 的 抑制 作用 。 本 研究 中 ，FITC 
2. GAFP-1 labeled by FITC (1 mg/ml) Sul + 标记 的 GAFP 作用 后 的 木 霉菌 丝 在 荧光 显 微 
3. BSA 5 - Spon =) 
4. BSA labeled by FITC (1 mg/ml) i - BER 可 观察 到 荧光 ， ni DS 标记 的 = 
5. FITC (0.01 mg/ml) sa ets SHEER) 作用 后 的 木 霉 菌 丝 和 GAFP 
6. Phosphate buffer (0.001 mol/1) Spl - (作为 阴性 对 照 ) 单独 作用 后 的 木 霉菌 丝 上 
7. Carbonate buffer (0.01 mol/l) 5 ul = 没有 观察 到 可 见 的 荧光 ， 这 表明 观察 到 荧光 


是 FITC 标记 的 GAFP 结合 真菌 菌 丝 的 结果 。 
FITC 标记 的 BSA 作用 后 的 木 霉 菌 丝 没有 观察 到 荧光 是 因为 BSA 不 能 与 真菌 的 菌 丝 结合 ; 
GAFP 单独 作用 后 的 木 霉 菌 丝 上 未 观察 到 荧光 ， 则 是 因为 单独 的 GAFP 虽然 可 以 结合 菌 丝 ， 
但 它 不 能 产生 荧光 。 本 实验 中 没有 使 用 单独 的 FITC 作用 后 的 菌 丝 作为 对 照 是 因为 FITC 的 
分 子 较 小 (分子量 为 389.39)， 很 容易 通过 渗透 作用 进入 菌 丝 细胞 。 徐 庆 等 (1998) 报道 
GAFP 有 结合 甘露 糖 、 几 丁 质 、N- 乙 酰 葡 菊 糖 胺 的 特性 ， 而 甘露 糖 、 几 丁 质 和 N- 乙 酰 和 葡萄 
糖 胺 则 是 大 多 数 真菌 细胞 的 主要 成 分 。 目 前 已 有 证 据 表明 一 些 抗 真菌 蛋白 或 抗菌 肽 的 抗菌 
作用 是 与 其 专 一 性 结合 真菌 细胞 壁 表面 的 甘露 糖 和 几 丁 质 有 关 。Bormann 2£ (1999) 发 现 
一 种 抗 真菌 的 几 丁 质 结 合 蛋 白 可 与 真菌 新 生 细胞 壁 的 B- 几 丁 质 相 结合 ， 导 致 细胞 极 性 的 改 
变 ， 从 而 菌 丝 生 长 受 抑 制 。 在 植物 防御 反应 中 起 重要 作用 的 植物 凝集 素 (Peumans & Van 
Damme, 1995; Rakhel 等 ，1993) ， 如 从 莓 麻 中 分 离 到 的 UDA (Urtica dioica agglutinin ) 
(Broekaert 等 ，1989) 、 从 橡胶 中 分 离 到 的 HEVEIN (Van Parijs 等 ，1991) 在 体外 对 多 种 真 
菌 都 有 明显 的 抗 性 ， 而 这 两 种 凝集 素 的 抗菌 活性 也 被 认为 和 几 丁 质 结合 有 关 。 目 前 有 抗 真 
菌 活 性 的 几 丁 质 结合 蛋白 (chitin-binding protein) HE MBPS. WORE eR. PES 
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多 种 植物 中 分 离 得 到 (Friedrich 4, 1991; 
Hejgaard 等 ，1992; Koo 等 ，1998; Ponstein, 
1994; Van Damme 等 ，1999)， 这 些 蛋 白 在 氮 
基 酸 序列 上 同 HEVIEN 比较 相似 ， 且 一 般 具 
有 几 丁 质 的 结合 域 ， 分 子 量 大 多 都 在 13 ~ 
14.5 kD 附近 。GAFP 的 分 子 量 也 很 小 ， 对 木 
霉 等 多 种 病原 真菌 的 孢子 萌发 和 菌 丝 延 伸 均 
有 抑制 作用 ( 胡 上 忠 等 ，1988; 王 晓 晨 等 ， 
1999a，1999b)。 本 实验 使 用 FITC 标记 的 
GAFP 与 木 霉 的 菌 丝 作 用 ， 在 荧光 显微镜 下 
观察 到 菌 丝 周 围 有 荧光 出 现 ， 且 以 菌 丝 横 隔 
和 菌 丝 顶 端 较 强 ， 表 明 GAFP-1 抑制 真菌 生 
长 的 作用 位 点 应 该 在 真菌 的 细胞 壁 上 。 推 断 
天 麻 抗 真菌 蛋白 抑制 真菌 菌 丝 作 用 的 位 点 可 
能 是 位 于 真菌 细胞 壁 上 的 几 丁 质 。 真 菌 生长 
图 3 CAFP (标记 了 FITC) 对 菌 丝 作用 的 荧光 显微镜 ”过 程 中， 真菌 细胞 壁 上 的 几 丁 质 水解 和 再 合 








观察 菌 丝 的 中 间 虽 然 也 有 荧光 ， 但 较 菌 隔 和 成 存在 一 个 平衡 ，GAFP 可 能 是 通过 结合 几 
We 丁 质 ， 打 破 这 个 平衡 ， 从 而 抑制 真菌 生长 。 


Fig. 3 Fluorescence microscopic images of Trichoderma 


hyphae reacted with FITC-labeled GAFP Fluorescence from 菌 丝 的 顶端 和 菌 丝 横 隔 处 是 几 J 质 的 水 解 和 

the apex of Trichoderma hyphae and septum were stronger FA BUTS BCARLL, STARE HH BY JUT EZR 

than that from the other place. 基 也 较真 菌 细胞 壁 的 其 他 部 分 较 多 ， 以 至 可 

结合 的 GAFP 分 子 也 较 多 ， 这 与 观察 到 的 菌 

丝 的 顶端 和 菌 丝 横 隔 处 的 荧光 较 强 也 相 一 致 。 而 FITC 标记 的 GAFP 作用 后 的 孢子 上 未 观 

察 到 明显 的 荧光 ， 可 能 是 因为 未 萌发 时 的 胞 子 还 处 于 休眠 封闭 状态 ， 其 胞 壁 结 构 和 成 分 很 

少 变化 ， 以 致 不 结合 或 结合 的 GAFP 很 少 。 至 于 GAFP 结合 几 丁 质 以 后 是 如 何 起 作用 的 ， 
真菌 的 生理 生化 会 产生 什么 变化 ， 还 需要 实验 的 进一步 证 实 。 


致谢 ”本 研究 得 到 本 所 胡 忠 教授 的 指导 以 及 曾 英和 王 华 等 老师 的 热情 帮助 。 
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